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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
糖尿病において高脂血症はしばしば出現し、特にコントロール状態の悪い糖尿病では高頻度に
高脂血症の合併が認められる。これらの高脂血症は適切な治療で糖尿病をコントロールをする
ことによ‘り、改善しうる。これらのことは、糖尿病における高脂血症に、糖尿病の本態である
インスリンの不足、または作用不全が深く関わっていることを示唆している。本研究は、糖尿
病における高脂血症、特に動脈硬化に深く関わると考えられる高LDL血症の病因、病態を解
明することを目的として、ヒト培養線維芽細胞を用いてインスリンのLDL代謝経路に及ぼす
影響を、糖代謝調節との関連において検討した。さらに、これらの作用と細胞周期との関係を
知る目的で、可逆的DNA合成阻害剤であるヒドロキシ尿素を用いて細胞周期を同調させ、Gl
期及びS期におけるインスリン作用を検討した。
〔方　法〕
培養ヒト皮膚線維芽細胞は、健常者前腕内側の皮膚生検材料より培養し、実験に用いた。
1）LDL代謝経路の測定
Goldsteinらの方法を一部改変し、前処置した細胞を125トLDLと反応坪置した。反応終
了後、5mg／mlヘパリンナトリウムにより遊離される分画を特異的結合とした。残った細胞層
を溶解し、細胞内取り込み分画とし、LDL分解能は、反応液中の10％TCA可溶分画のFree
iodideを除去した分画を計測して求めた。
2）糖代謝の検討
培養細胞をブドウ糖を含まないMEM中で前処置し〔U－14C〕－Glucoseを培地に加え、
3時間後の14Cの細胞内取り込みを測定した。
3）細胞周期におけるインスリン作用の検討
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対数増殖期にある細胞を10％LPDS、10mM Hydroxyurea（以下HU）を含んだMEM
を用いて細胞周期をS期の直前のGl期で同調させ、10％LPDSを含むMEMに変更し、細
胞周期を再開させた。Gl期のモデルとしてHU存在下もしくは細胞周期再開後12時間の細胞
を、またS期のモデルとしては再開後3時間の細胞を実験に用いた。
4）ユ25トInsulin bindingの測定
前処置した細胞に、1ng／mlの125I－Insulinを加え、4℃で16時間反応僻置し溶解、カウ
ントし、インスリン結合とした。
〔結　果〕
培養ヒト線維芽細胞においてインスリンは2時間よりLDL受容体数を増加させ、50％最大
効果は、2．5ng／ml以下の濃度で観察された。この濃度はインスリンのブドウ糖取り込み促進
作用に対する濃度とほぼ一致し、DNA合成促進作用では100ng／mlと40倍以上の濃度を必要
とした。細胞周期をGl斯及びS期に同調させ、それぞれの時期においてインスリン作用を検
討すると、HU存在下のGl期ではインスリンにより1251－LDL分解能は基礎値158．2±
13．7（ng／mg prot）より202．6±8．7に、細胞内取り込みも有意に促進され、またHU除去
後12時間のGl期の細胞においても、同様の作用を認めた。S期の細胞では、インスリンはL
DLの取り込みを271．3±13．6より305．2±30．5に、分解能を340．4±15．0より374．5±42．7
にやや増加させたが、有意差は認めなかった。インスリンの糖代謝に対する作用を検討すると、
細胞内ブドウ糖取り込みは、Gl期の細胞では138．0±4．2（nM／mg prot）より158．2±7．1
に促進され、一方S期にある細胞では、168．5±8．7より165．9±1．9と、有意な差を認めな
かった。また、乳酸分画への分解促進作用についても同様であった。インスリンの受容体への
特異的結合はScatchard解析を行なうとインスリン受容体数、及び親和性ともにG1期及びS
期において、明らかな変化を認めなかった。
〔考　察〕
生理的濃度のインスリンが線維芽細胞のLDL代謝を促進させたことは、生体内においても
インスリンが、LDL代謝経路活性調節に影響を与えうることを示すと考えられ、また、イン
スリンの分泌及び作用不足が存在する糖尿病状態では、インスリンのLDL代謝経路活性化の
低下が存在し、糖尿病における高LDL血症の原因の一部となっている可能性が示唆された。
このインスリン作用が直接作用であり、細胞増殖促進作用を介した二次的な作用でないことは、
インスリンのLDL代謝経路促進作用の50％作用出現濃度が、ブドウ糖取り込み促進作用とは
ば一致し、DNA合成促進作用とは40倍異なること、及び細胞増殖阻害剤存在下にもLDL代
謝経路促進作用が出現することにより明らかである。
さらに、これらのインスリン作用の細胞周期特異性を検討したが、S期の細胞群では脂質及
び糖質に対するインスリン作用を認めず、Gl期の細胞群では、インスリン作用‘を認めた。こ
の現象の機序としては、インスリン受容体はS期とGl期との細胞で、数、親和性共に変化を
示さなかったことより、受容体レベルにおけるインスリン作用低下の説明は困難であり、受容
体以後の反応性に変化があると推定される。インスリン作用が、インスリン受容体の変動を介
さず、細胞周期特異性を有することは細胞生理学的に興味深い現象である。
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〔結　語〕
糖尿病における高脂血病の症因、病態を研究する目的で、ヒト線維芽細胞を用いて、インス
リンのLDL代謝経路に及ぼす影響を検討した。
1．インスリンは、2時間よりLDL受容体数を増加させ、この作用は細胞増殖作用を介した
作用でなく、直接作用と考えられた。
2．このインスリン作用は細胞周期においてはGl期に主に出現し、S期には認めなかった。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は糖尿病に認められる高脂血症の発症機構を低比重リボ蛋白（LDL）代謝に焦点を
あわせてインスリンの作用の面から検討したものである。
得られた結果は以下の通りである。
1）培養線維芽細胞において、インスリンはLDL受容体を増加させることによりLDL代謝
経路を活性化した。
2）この作用は生理的濃度のインスリンによって観察され、インスリンのブドウ糖取り込み促
進作用とその容量応答曲線は近似した。
3）また、このインスリン作用が、その細胞の増殖促進作用とは異なることを、チミジン取り
込みにおける容量応答曲線の違い、およびDNA合成阻害剤の存在下の作用を観察するこ
とにより明らかとした。
4）インスリンのLDL代謝経路促進作用は細胞周期のGl期に特に認められた。
本研究はリボ蛋白において最も催動脈硬化作用の強いとされる低比重リボ蛋白（LDL）代
謝へのインスリン作用に注目し、糖尿病における高LDL血症の病因、病態を明らかとしよう
としたものであり、インスリンによるLDL代謝経路の活性化を確認するだけにとどまらず、
インスリンの糖代謝促進作用、細胞増殖作用とも関連させ、その特異性を明らかにしている。
また、このインスリンのLDL代謝経路促進作用が細胞周期のGl期に認められることを証明
した。このことは生体内におけるインスリン作用を考える上でも興味ある実験事実であると考
えられる。以上の研究は糖尿病に動脈硬化症が多発する一因である高LDL血症の病因と病態
を説明する上で臨床的に意義深いものである。
本研究は、医学博士の学位論文として価値あるものと認める。
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